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Abstract
This study was conducted to verify the physiological activity of heat-killed Enterococcus 
faecalis EF-2001 probiotics in fermented milk. The anti-inflammatory effects of fermented 
milk supplemented with different concentrations (0, 100, and 500 µg/mL) of E. faecalis 
EF-2001 were determined using MTT assay and nitric oxide inhibition assay. The MTT assay 
was performed using RAW 264.7 cells. Results revealed that the rates of cytotoxicity and 
cell survival decreased significantly with increase in the concentration of heat-killed 
probiotics (p<0.05). Moreover, fermented milk supplemented with 100 µg/mL EF-2001 
(EFM1) and the fermented milk supplemented with 500 µg/mL EF-2001 (EFM2) exhibited 
higher nitric oxide inhibition than normal fermented milk (NFM). Additionally, EFM2 signi-
ficantly reduced the ratio of prostaglandin E2 compared to NFM (p<0.05). In conclusion, 
the treatment sample showed higher anti-inflammatory activity than NFM. The findings of 
this study could be used as a basic guideline for manufacturing of NFM supplemented with 
heat-killed probiotics. 
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서 론

2017년 이후 대한민국은 고령사회에 진입함에 따라 건강에 대한 중요성이 점차 증가하여 건강지
향적 식품에 대한 소비자들의 관심이 높아졌으며, 간편식 등에 따른 식생활 변화와 만성질환의 증가
로 그 중요성은 더욱 대두되었다[1]. 건강에 대한 관심도 높아지고 생활수준도 향상됨에 따라 소비자
들은 유기농 및 친환경적인 식품에 대한 선호도가 높아지는 추세이며, 식품안전성에 대한 욕구가 크
게 증가하고 있다[2]. 이에 따라 살아있는 비병원성 균주인 probiotics와 그 영양원인 prebiotics가 
합쳐진 synbiotics가 주목받고 있으며, 발효유는 가장 쉽게 섭취할 수 있는 대표적인 synbiotics 
중 하나로 알려져 있어 관련 시장규모가 증가하고 있는 추세이다[3]. 발효유 시장은 국내에서 꾸준히 
성장하고 있는 유일한 품목으로 위장 건강을 위한 기능성 발효유가 가장 크게 성장하고 있다. 인체에 
유용한 프로바이오틱 유산균을 이용한 발효유 제품의 연구개발은 중요한 연구 주제이며, 발전 가능성
이 높다[4]. 발효유는 유성분 외에도 유산균 작용으로 인해 생성되는 lactic acid, peptone, peptides, 
oligosaccharides 등과 유산균 자체의 효능이 있어 영양학적으로 우유보다 우수하다[5].
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최근에는 유산균의 생균뿐 아니라, 사균체와 유산균 대사산물의 in vivo, in vitro 면역 조절기능
에 관한 연구가 이루어지고 있으며, 사균체가 보관에 용이하고 이용이 편리하다는 연구가 있다[6]. 
현재 국내의 유산균 사균체는 외국에 비해 연구가 부진한 상황이지만, 사균체를 천연물 원료로 인식
하고, 일반 식품을 비롯하여 건강기능식품과 제약 등 적용 범위가 넓어지고 있다[7]. 열처리 유산균 
사균체 중 1 g당 7조 5천억 개의 유산균을 갖는 Enterococcus faecalis EF-2001은 사전연구를 
통해 알려진 주요 활성으로 항염증작용과 감염억제작용[6] 및 항종양과 면역 강화작용[8], 염증성 장
질환 개선[9], 근육위축증회복[10], 위손상보호[11], 아토피 피부개선[12] 등 다양한 생리활성을 지닌
다는 연구가 보고된 바 있다.

생체 내 호흡이나 외부의 자극으로 인해 활성산소종과 활성질소종의 과대 생성에 의한 산화적 스
트레스가 염증을 유발하고, 체내에서 비가역적 병변을 일으키며, 염증반응에 관여하는 세포는 대식세
포 비만세포, 혈소판 세포 등이 있으며, 염증 자극으로 염증 매개 인자가 유리된다[13]. 염증반응이 
일어날 시 여러 가지 염증 인자들이 만들어지게 되는데, 염증 인자에는 inducible nitric oxide 
synthase(iNOS)에 의해 만들어지는 nitric oxide(NO)와 cyclooxygenase2(COX-2)에 의해서 만
들어지는 prostaglandin E2(PGE2) 등이 있으며, 이러한 염증 인자는 염증반응의 전사인자인 
nuclear factor-κB(NF-κB)를 활성화해 그 결과로 과량의 NO와 PGE2를 생성하여 염증을 일으킨
다고 보고되어 있다[14].

Choi 등[6]은 EF-2001 열처리 사균체를 RAW 264.7 cell을 이용해 분자 기전을 연구한 결과, 
항염증 효과를 가진 것을 확인하였고, 염증 질환 치료에 유용이 활용될 수 있다고 보고한 바 있다.

현재 국내에서는 사균체를 첨가한 식품이나 의약품 등은 판매되고 있지만, 사균체를 발효유에 첨
가하여 이에 대한 기능성을 평가한 연구는 아직 보고된 바 없다. 이를 토대로 본 연구는 발효유에 
Enterococcus faecalis EF-2001 유산균 사균체를 첨가하였을 시 발효유 및 유산균 사균체의 항염
증 효과가 지속되는지에 관한 연구를 하고자 실시하였다. 

재료 및 방법

발효유 제조는 마트에서 시유(서울우유협동조합, Korea)와 탈지분유(서울우유협동조합, Korea)를 
구매하여 사용하였다. 발효유에 첨가하는 starter 균주는 동결건조되어 있는 유산균으로 Lactobacillus 
acidophilus and Bifidobacterium animalis ssp.를 비롯한 Lactobacillus delbrueckii ssp. 
bulgaricus와 Streptococcus thermophilus 균이 혼합된 Lyofast YAB 450 AB(Sacco srl., 
Italy) 제품을 구매하여 사용하였다. 1 g당 7조 5천억 개의 유산균이 들어있는 Enterococcus faecalis 
EF-2001(Nihon Berumu, Japan)은 동결 건조 형태로 제조된 제품을 사용하였다. 이는 발효유에 
첨가된 열처리 사균체이다. 유산균 저장온도는 –20℃로 deep freezer에 넣어 보관하였다.

1. 발효유의 제조

발효유의 조성은 Table 1과 같으며, 발효유의 제조 공정은 Fig. 1과 같다. 발효유의 무지 고형분
을 12%로 맞춘 배합비에 있는 stater 균주와 사균체를 제외한 모든 원료를 혼합 후, 95℃에서 10분
간 살균하였다. 그 후 37℃로 냉각하여 동결건조 유산균 Lyofast YAB 450 AB(Sacco srl., Italy)를 
0.002%(w/v)의 농도로 접종을 하였다. 실험군에는 Enterococcus faecalis EF-2001(Nihon 
Berumu, Japan)을 추가로 첨가하여 최종적으로 농도가 100 μg/mL, 500 μg/mL가 되도록 접종하
였다. 접종 후 incubator에서 37℃로 12시간을 배양하였고, 발효 완료된 sample은 냉장고에서 4℃ 
온도로 7일간 보관 후 –20℃ 온도의 deep freezer에서 보관하여 실험에 사용하였다. 
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2. 항염증 효과 분석

본 연구에 RAW 264.7 cell(American Type Culture Collection, USA)을 분양받아 사용하였
다. 세포배양을 위해 fetal bovine serum(Sigma-Aldrich, USA)과 penicillin-streptomycin 
(Sigma-Aldrich, USA)을 함유한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM 배지, Sigma- 
Aldrich, USA)을 사용하였다. 항염증 효과측정을 위해 세포독성 및 NO 생성량에 필요한 lipopoly-
saccarides(LPS, Sigma-Aldrich, USA)와 3-[4,5-dimethyl thiazole-2-yl]-2,5-diphenyl tet-
razolium bromide(MTT, Sigma-Aldrich, USA) 및 dimethylsulfoxide(DMSO, Sigma-Aldrich, 
USA)이 사용되었다. PGE2 측정에 ELIAS kit(R&D Systems, USA)가 사용되었다. 

1) 세포배양

마우스 대식세포주인 RAW 264.7 cell은 American Type Culture Collection(Manassas, 
USA)사에서 분양받았다. 액체질소에 보관되어 있던 RAW 264.7 cell stock을 사용하여 cell을 배양
하였으며, 10% fetal bovine serum(FBS), 1% penicillin/streptomycin(Sigma-Aldrich, USA)을 
함유한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM) 배지에 37℃, 5% CO2 조건을 유지하며, 
배양기(HERAcell 150, Thermo Electron Corp., USA)에서 배양하였다. 세포실험을 위해서 세포
의 계대배양은 80%–90% 정도의 밀도로 세포가 자랐을 때 계대배양을 실시하였으며, 계대배양 시 

Table 1. Experimental design of fermented milk

Ingredient Group
NFM EFM1 EFM2

Fermentation temperature 37℃ 37℃ 37℃
Milk (mL) 95.95 95.95 95.95

Skim milk powder (g) 4.05 4.05 4.05
Starter (mg) 3 3 3

EF-2001 (mg) - 10 50
NFM, normal fermented milk; EFM1, fermented milk added with 100 µg/mL concentration of EF-2001; 
EFM2, fermented milk added with 500 µg/mL concentration of EF-2001; Starter, Lyofast YAB 450 AB 
(Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus and 
Bifidobacterium animalis ssp); EF-2001; Enterococcus faecails EF-2001.

Fig. 1. Manufacturing procedure of fermented milk.
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passages 조건은 20회 이하의 것을 사용하였다. 

2) 세포독성 측정

사균 첨가 발효유의 세포의 생존율을 확인하기 위해 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-di- 
phenyl- tetrazolium bromide(MTT, Sigma-Aldrich, USA) 환원 방법을 이용하여 측정하였다. 
RAW 264.7 대식세포를 96 well plates에 3×105 cells/well의 농도로 분주 후 37℃, 5% CO2 
조건에서 incubator를 통해 24시간 동안 배양하였다. 세포가 바닥에 붙었는지 확인 후 배지를 제거
한 후 무혈청 DMEM 배지를 이용해 EFM2 sample을 농도별(0, 2, 5, 7, 10, 12, 15, 17, 및 20 
µg/mL)의 농도로 세포에 처리하여 37℃, CO2 incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 이후 plate
에 sample을 제거한 후 MTT 용액(5 mg/mL) 20 µL와 PBS(Gibco, USA) 180 µL를 96 
well-plate에 넣어 4시간 동안 37℃, CO2 incubator에서 반응시켰다. 이후 상등액을 제거한 후 
형성된 formazan을 DMSO 200 µL를 분주 후 용해시켜 540 nm에서 microplate reader를 이용
해 흡광도를 측정하였다. 결과로 나온 흡광도 값은 다음의 식에 대입하여 세포의 생존율을 계산하였
으며, 이후 사균 첨가 발효유의 sample의 농도를 선정하였다. 

3) NO(Nitric oxide) 억제능 측정

NO 생성 억제능은 NO detection kit(iNtRON biotechnology, Korea)를 사용하여 사균 첨가 
발효유의 NO 억제능을 측정하였다. RAW 264.7 cell을 DMEM(1% penicillin, 10% FBS) 배지를 
이용해 24 well-plate에서 세포농도 1×106 cells/well이 되도록 분주하였다. 그 후 24시간 동안 
37℃, 5% CO2 incubator(HERAcell 150, Thermo Electron, USA)에서 배양하였다. 이후 상층액
을 제거한 후 사균 발효유 sample을 5, 10, 15 µg/mL 농도를 무혈청 DMEM 배지를 이용하여 LPS 
1 µg/mL와 함께 처리 후 24시간 동안 37℃, 5% CO2 조건에서 재배양하였다. 배양된 상층액 100 
µL를 얻은 후 96well-plate에서 griess 시약 50 µL N1 buffer(substrate solution)을 첨가해 5분 
반응 후, griess 시약 50 µL N2(coloring solution)를 넣어 반응을 시켰다. 반응이 완료된 plate는 
540 nm에서 microplate reader를 이용하여 흡광도를 측정하였다. 세포배양 내의 생성된 NO 농도
는 Nitrite Standard의 농도별 표준 곡선과 비교하여 값을 산출하였다.

4) Prostaglandin E2(PGE2) 측정

PGE2는 ELISA kit(RnD system, USA)를 이용하여 측정하였다. RAW 264.7 cell을 DMEM(1% 
penicillin, 10% FBS) 배지를 이용해 24 well-plate에서 세포 농도 1×106 cells/mL로 분주한 후 
24시간 동안 37℃, 5% CO2 조건의 incubator에서 배양하였다. 다음날 상층액을 제거한 후 사균 
발효유 sample을 5, 10, 15 µg/Ml 농도를 무혈청 DMEM 배지를 이용하여 LPS(1 µg/mL)와 함께 
처리 후 24시간 동안 37℃, 5% CO2 incubator에서 재배양하였다. 이후 세포 배양액을 원심분리기
를 이용하여 3,000 rpm, 5℃, 10분의 조건에서 원심 분리된 상등액을 3배 희석하여 sample로 사용
하였다. 이후 ELISA kit 제조사에 의해 제시된 실험방법을 이용하여 PGE2 억제능을 측정하였다. 
Standard는 PGE2 standard의 표준 곡선을 작성해 최종 결과값은 PGE2 concentration value 
(ng/mL)로 나타내었다.

3. 통계분석

실험결과에 대한 통계분석은 SPSS 23(SPSS Inc., USA)을 이용하여 ANOVA 분석을 하였으며, 

세포 생존율(%) 

(cell viability)
= 

시료 처리 군의 흡광도
× 100  

대조군의 흡광도
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집단 간 비교를 위한 사후분석은 Tukey의 b로 검증하였고 p<0.05 이상일 때만 통계적 유의성이 
있는 것으로 판단하였다. 모든 분석항목은 3회 이상 반복 시험하여 얻은 결과를 평균±표준편차로 
나타내었다. 

결과 및 고찰

1. 항염증 효과 변화

1) 사균 첨가에 따른 발효유의 RAW 264.7 대식세포의 세포 생존율 변화

사균 첨가 발효유의 항염증 효과를 확인하기에 앞서 사균 첨가 발효유의 세포독성을 확인하기 위
해 RAW 264.7 cell의 세포 생존율을 MTT assay를 통해 확인하였다. MTT에 의한 세포 성장률의 
측정은 살아있는 세포의 미토콘드리아에 있는 탈수소 효소 작용 때문에 노란색의 수용성 기질인 
MTT tetrazolium이 청자색을 띠는 비수용성의 MTT formazan [3-(4,5-dimethylthiazol-2- 
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide]으로 환원되는 정도를 측정하는 검사법으로 이 파장에서 측
정된 흡광도는 살아 있고, 대사가 왕성한 세포의 농도를 반영하는 것으로 알려져 있다[15]. Cell 
Viability는 80% 이상의 세포 생존율을 독성이 없을 것이라 가정하여 실험을 진행하였으며, 사균 
첨가 발효유의 세포 생존율의 결과는 Fig. 2에 나타내었다. 농도 5 µg/mL에서 20 µg/mL까지는 
80% 이상의 세포 생존율을 보였으며, 이후의 농도에서는 80% 이하의 세포 생존율을 나타냈다. 따라
서 항염증 실험을 위한 sample의 농도설정은 80% 이상의 세포 생존율을 보인 5, 10, 15 µg/mL를 
농도로 설정해 실험을 진행하였다.

2) 사균 첨가에 따른 발효유의 Nitric oxide(NO) 생성 억제 활성 변화

RAW 264.7 대식세포에서 LPS 자극 시 inducible nitric oxide sythase(iNOS)가 발현되어 생
기는 NO는 염증반응을 촉진해 조직손상을 유발한다고 알려져 있다[16]. 이를 통해 염증 유발물질로 
사용되는 LPS를 처리하여 염증 유발농도에 대해 조사하였다. NO는 적정 수준에서는 면역조절, 혈관 

Fig. 2. Cell viability of RAW 264.7 cells with different levels of EF-2001 supplementation. Concen-
tration of EF-2001 in 5–50 μg/mL. Values are mean of five replicate determination (n=5)±SD. 
Different letters indicate statistically significant differences (p<0.05). EF-2001, Enterococcus 
faecalis EF-2001. 
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확장 등의 역할을 하지만 과량 생성은 염증반응을 촉진하여 병적 반응을 일으킨다[17]. 이 기작을 
바탕으로 EF-2001 유산균을 첨가한 발효유의 NO 생성 억제 효과를 알아보기 위해 측정하였다. NO 
생성량 측정을 위해서 MTT assay 측정결과, 세포독성을 나타내지 않은 농도인 5, 10, 15 µg/mL에 
LPS로 유도를 한 후 Griess reagent를 이용해서 측정해 생성된 NO의 양의 결과를 Fig. 3에 나타내
었다. LPS 처리 구의 NO 생성량은 93 µM이며, LPS를 처리하지 않은 control의 경우에는 2 µM로 
적은 양을 나타냈다. 이를 통해 LPS 처리는 NO 생성을 유도하는 결과를 확인할 수 있었다. 사균 
발효유의 농도별 NO 생성량의 경우 LPS 처리구보다 감소하였으며, 농도 의존적으로 감소하는 경향
을 보였으나, 10 µg/mL과 15 µg/mL의 농도에서는 유의차는 존재하지 않았다(p<0.05). 또한, 일반
발효유인 normal fermented milk(NFM)의 경우에도 LPS 처리구보다 NO 생성량을 억제시켰지만, 
사균을 첨가한 발효유의 10 및 15 µg/mL 농도보단 NO 생성량이 높았다. Choi 등[6]의 연구에서는 
Enterococcus faecalis EF-2001 첨가량에 따라 농도 의존적으로 NO 생성량이 감소하는 결과를 
보고하였다. 본 연구와 비교해 보았을 때 사균 첨가한 발효유도 사균 첨가량에 따라 농도 의존적으로 
NO 생성량이 감소하는 결과를 확인함으로 EF-2001 유산균 첨가 발효유가 NO 생성량을 억제하는 
효능이 있는 것을 나타냈다.

3) 사균 첨가에 따른 발효유의 PGE2(Prostaglandin E2) 생성 억제능 변화

PGE2는 통증과 발열의 전달에 관여하는 염증 매개물질로, phospholipase A2에 의해 유리된 
arachidonic acid를 이용해 COX-1과 COX-2가 불안정한 대사산물인 prostaglandin H2를 생성
한 다음 PGE2, prostacycline, thromboxane A로 변환된다. COX-2 유래 PGE2는 면역 관련 세포
의 활성을 유도해서 염증 반응을 일으키며, Th2 세포의 활성을 유도해 염증성 cytokine을 과도하게 
생성하는 원인이 된다[18]. 사균 농도별 발효유를 RAW 264.7 cell에 분주한 뒤, LPS로 염증반응을 
유도한 세포에서 염증 매개물질 PGE2의 생성량은 Fig. 4에 나타내었다. LPS를 처리하지 않은 
control에 비해 LPS를 처리한 상등액은 PGE2 생성량이 증가하였다. 발효유의 경우 모두 LPS 처리군

Fig. 3. Effects of added EF-2001 on nitric oxide in LPS activated RAW 264.7 cells. Concentration 
of added EF-2001 fermented milk is 5, 10, 15 µg/mL. Values are mean of five replicate 
determination (n=5)±SD. Different letters indicate statistically significant differences (p<0.05). NFM, 
normal fermentation milk; EF-2001, Enterococcus faecalis EF-2001.
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보다 낮은 생성량을 나타냈으며, 사균 발효유의 농도 5 µg/mL와 10 µg/mL는 유의적 차이가 없었지
만(p<0.05), 15 µg/mL 농도의 경우 11.55±0.44 ng/mL로 더욱 PGE2 생성이 억제된 결과를 확인
하였다. 또한, 일반 발효유인 NFM의 결과와 비교해 사균 발효유의 모든 농도가 PGE2 생성을 억제한 
결과를 통해, 발효유의 EF-2001의 첨가량에 농도 의존적으로 PGE2의 생성이 억제되어 항염증 효과
를 나타내는 결과를 나타내었다.

요 약

본 연구는 Enterococcus faecalis EF-2001 사균체를 발효유에 첨가하였을 시 나타나는 생리활
성을 검증하고자 실시하였다. 발효유는 같은 양의 starter만 넣은 일반발효유 NFM, E. faecalis 
EF-2001 사균체를 100 µg/mL의 농도로 첨가한 EFM1, E. faecalis EF-2001 사균체를 500 
µg/mL의 농도로 넣은 EFM2를 제조하였다.

E. faecalis EF-2001 사균체를 발효유 첨가하였을 때 나타나는 항염증 효과를 검증하기 위해 
mouse 유래 대식세포인 RAW 264.7 cell을 이용하였다. RAW 264.7 cell을 이용한 세포독성 실험
의 결과, 사균의 농도가 높아질수록 세포 생존율이 유의적으로 감소하였으며(p<0.05), 80% 이상의 
세포 생존율을 가지는 농도인 5, 10, 15 µg/mL에서 실험을 진행하였다. Nitric oxide의 생성 억제
능 측정결과는 LPS 처리군에 비해 발효유에서 NO 생성을 저해하는 경향을 나타냈다. 또한, 일반발
효유보다 사균을 첨가한 발효유에서 NO 생성을 더욱 저해하는 결과를 나타내었다. Prostaglandin 
E2의 억제율 측정결과도 15 µg/mL의 농도에서 PGE2 분비량을 감소시킴을 확인하였으며, 일반 발효
유보다 사균이 첨가된 발효유에서 더욱 억제됨을 확인하였다. 

따라서, 본 연구를 통해 E. faecalis EF-2001 사균체가 발효유에 첨가되어도 염증 매개물질인 
NO 및 PGE2의 생성을 감소시킴으로써 추후 사균체가 첨가된 발효유 제조 및 연구에 대한 기초 연구 
결과로 활용될 수 있을 것으로 사료된다.

Fig. 4. Effects of added EF-2001 on prostaglandin E2 production in LPS activated RAW 264.7 
cells. Concentration of added EF-2001 fermented milk is 5, 10, 15 µg/mL. Values are mean of 
five replicate determination (n=5)±SD. Different letters indicate statistically significant differences 
(p<0.05). NFM, normal fermentation milk; EF-2001, Enterococcus faecalis EF-2001. 
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